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Abstract of EP0888773 

The invention concerns the use of native or esterified petroselinum acid for preparing a composition for 
treating or preventing inflammations and/or modulating the metabolism of lipids in human superficial 
tissues. 
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Description 

L'invention se rapporte a une nouvelle utilisation d'une composition aiimentaire, cosm£tique et/ou pharmaceutique 

contenant de l'acide petroseiinique. 
5 La plupart des compositions cosmetiques et/ou dermatologiques contiennent, a une concentration plus ou moins 

elevee, une phase grasse generalement constitute d'au moins une huile, une matiere grasse et/ou une cire, par exem- 

ple sous forme d'emulsions du type eau-dans-huile ou huile-dans-eau, de gels huileux, et de solutions huileuses. 
Les huiles constituent generalement une proportion importante de cette phase grasse et peuvent etre d'origines 

tres varies. II peut s'agir notamment cfhuiles veg6tales, animales, minerales ou encore dtiuiles synthetiques. 
10 Parmi ces huiles, les huiles vegetales constituent une classe de choix car la tendance actuelle est plus orientee 

vers ('utilisation de produits d'origine naturelle. Ces huiles vegetales sont generalement constitutes de triglycerides 

d'acides gras. 

FR94 12006 decrit a cet effet une composition cosmetique ou dermatologique destinee a hydrater la peau seche, 
contenant une huile vegetale riche en acide petroseiinique extraite de graines dombeiliferes. 
15 EP 1 1 6439 divulgue que certains acides gras, dont l'acide petroseiinique, ont une forte activite dlnhibition de la 5a- 
r6ductase et peuvent etre utilises de ce fait dans les produits toniques pour le traitement des cheveux. 

Par ailleurs, Keller et aJ. expliquent que certains acides gras, dont I'acide petroseiinique, peuvent avoir potentielle- 
ment un effet modulateur sur le metabolisme des lipides dans les cellules de fbie lorsqu'ils activent les recepteurs indui- 
sant la proliferation des peroxisomes impliques dans la degradation des acides gras par p-cocydation (Proc. Natl. Acad. 
20 Sci. USA, 90, 2160-2164, 1993). 

En outre, on sait egalement que, dans les cellules du foie. les activateurs de peroxysomes peuvent egalement aug- 
menter ta degradation du leukotrifcne B4, et done controller la durte d'une reponse inflammatoire (Devchand et a/., 
Nature, 3M, 39-43, 1996). 

A ce jour, le metabolisme de l acide petroseiinique dans les tissus superf iciels n'est pas connu, et notamment son 
25 incorporation dans les phospholipides sous forme native ou sous forme de produit de p-oxydation. On ne connatt done 
pas son effet anti-inf lammatoire et/ou modulateur du metabolisme des lipides dans les tissus superf iciels. 

La presente invention se rapporte ainsi a I'utilisation de I'acide petroseiinique pour la preparation cfune composition 
destinee a activer la p-oxydation peroxisomal des acides gras dans les tissus superf iciels d'un mammif ere de sorte a 
pouvoir trait er ou prtvenir les inflammations et/ou moduler le metabolisme des lipides dans les tissus superf iciels. 
30 Les tissus superf iciels d'un mammif ere peuvent etre les cellules constituant la peau, le cutr chevelu, I'oeil, ou les 
muqueuses orale, buccale, nasal e ou vaginale, par exemple. 

Par "modulation du metabolisme des lipides" on entend plus particulierement le catabolisme des mediateurs lipidi- 
ques lies a Hnf lammation, la differentiation, la proliferation et/ou la fonction barriere des tissus superficiels. 

De meme, I'inf lammation des tissus superficiels doit etre comprise comme le phenomene physiologique impliquant 
35 la production de cytokines pro-inf lammatoires, comme le TNFa. par les cellules des tissus superf iciels, par exemple les 
keratinocytes et les cellules epitheiiales de comee, et les cellules du systeme immunitaire contenues dans ces tissus 
(lymphocytes, cellules de Langerhans, ect...). L'inf lammation peut resulter d'une infection, d'une allergie, d'une plaie, 
d'une maladie auto-immune, et d'une exposition a des radiations et/ou des agents irritants et/ou des agents sensibili- 
sants, par exemple. 

40 L'acide petroseiinique peut ainsi etre utilise en particulier pour le traitement ou la prophylaxie de maladies de la 
peau ou du cuir chevelu, notamment contre les inflammations liees au psoriasis, rerytheme (coup de soleil), reczema, 
la dermattte seborrheique. I 'alopecia areata, la mycose, I'acne ou autres dermatoses, par exemple. Les applications 
peuvent aussi §tre et endues aux inflammations de I'oeil (inflammation de la cornee) et des muqueuses, notamment des 
muqueuses orale, nasale, buccale et vaginale. 

45 La composition peut etre appliqu6e directement sur les tissus superficiels de sorte que l'acide petroseiinique 
puisse diffuser a travers les cellules et y etre assimiie. Cette composition peut aussi etre injectee sous les tissus super- 
ficiels, par exemple au moyen d'une injection sous*cutan6e. Dans les deux cas, on considere que Tappiication de l'acide 
petroseiinique est topique, e'est a dire, appliquee directement sur, ou sous, les tissus superficiels. 

Cette composition peut aussi etre administr6e oralement de sorte que l'acide petroseiinique puisse agir sur les 

so muqueuses (les muqueuses buccale, de Toesophage, stomacale et intestinal e), et/ou quir puisse passer dans la circu- 
lation sanguine et etre apporte directement aux cellules de la peau. de I'oeil ou des muqueuses, par exemple. 

Cette composition peut aussi etre appliquee dans les voie nasale. au moyen d'un diffuseur. d'un gel et/ou encore 
d'un liquide physiologique destine ctassiquement au lavement des votes nasales. 

L'acide petroseiinique. encore appeie l'acide 6-6-cts-octadecenoTque (18:1n-12), peut etre utilise a I'etat natif, par 

55 exemple. Cependant, les esters de I'acide petroseiinique sont egalement potentiellement des activateurs de la p-oxy- 
dation peroxisomale. En effet, d'autres acides gras activateurs de la p-oxydation peroxisomale, comme l'acide palmiti- 
que ou l'acide oieique, a retat natifs ou esterifies, sont reconnus pour etre des activateurs de la p-oxydation 
peroxisomale (Schmidt et a/., Lipids, 3L 1 1 15-1 124, 1996). L'acide petroseiinique peut ainsi etre esterrffid avec le gly- 
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cerol (mono-, di- ou tri-acyl), un alcool comme les alcools methylique et ethyiique, un sucre, un tocopherol, un tocotrie- 
nol, un sterol ou encore un alcool gras, par exemple. 

La composition peut ainsi comprendre une huile d'une ombelirfere riche en acide petroselinique. On entend par 
"huile riche en acide petroselinique", une huile contenant au moins 40% d'acide petroselinique. 

5 Les ombellrferes sont des plarrtes dont les f leurs sont disposees en ombeiles. Les especes de preference utilisees 
dans rinvention sont le coriandre, le cerfeuil, la carotte, le celeri, le cumin et I'aneth. L'huile d'ombellifere utilisee selon 
('invention est extraite de la graine de cette ombellifere, par exemple par broyage ou pressage, puis raffinage. L'huile 
d'ombellifere a une teneur en acide petroselinique qui varie selon la graine d'ombellifere d'ou elle est extraite. Pour une 
meme ombelirfere, la teneur en acide petroselinique varie aussi selon le pays d'origine de I'ombellifere et selon fextrac- 

10 Won qui peut etre plus ou moins complete. Ainsi, l'huile de graines de coriandre comporte environ de 75 a 90% d'acide 
petroselinique, l'huile de graines de cumin en comporte environ 55 a 65%, l'huile de graines de carotte environ de 55 a 
65%, l'huile de graines de persil environ de 40 a 50%, l'huile de graines de f enouil environ de 55 a 65%. ITiuile de graine 
de cerfeuil environ de 50 a 70%, l'huile de graines de celeri environ de 45 a 60%. l'huile de graines d'aneth environ de 
75 a 85%. ces pourcentages etant donnes par rapport au poids total de la composition. 

is L'huile peut eire utilisee dans la composition selon ('invention a une concentration aliant de 0,01 a 50% en poids 
par rapport au poids total de la composition, par exemple. et de preference de 0,2 a 20%. 

II faut remarquer que selon les formes galeniques normalemerrt utilisees pour une application topique ou orale, 
c'est a dire selon les formes alimentaire, cosmetique et/ou pharmaceutique, la quantite d'acide petroselinique suffi- 
sante et necessaire pour observer un effet anti-inf lammatoire ou modulateur du metabolisme des lipides peut conside- 

20 rablement varier. A cet effet, llnvention a egalement pour objet ( utilisation de I'acide petroselinique dans une quantite 
suff isante pour le trartement ou la prevention des inflammations et/ou pour la modulation du metabolisme des lipides 
des tissus superf iciels. 

Dans le domain e de la cosmetique, humaine ou animate, ('invention a encore pour objet ('utilisation de I'acide petro- 
selinique. notamment contenu dans une huile d'ombellifere, pour preparer une forme galenique normalement utilisee 

25 pour une application topique ou d*hygiene buccale, et notamment sous forme de solutions huileuses, alcooliques ou 
hydroalcooliques, de gels, d'emulsions eau-dans-huile ou huile-dans-eau, ayant I'aspect d'une creme ou d'un gel, even- 
tuellement aptes a mousser, sous forme d'aerosol. ou encore sous forme de dispersions vesiculates contenant des 
lipides iontques et/ou non ioniques. Ces formes galeniques sont de toute facon, preparees selon les methodes usuel- 
les des domaines cosmetiques considered Cette composition peut constituer notamment une composition de net- 

30 toyage, de protection, de traitement ou de soin pour le cuir chevelu, pour le visage, pour le cou, pour les mains ou pour 
le corps (par exemple sous forme de cremes de jour, cr ernes de nuit, cremes demaquillarrtes, cremes ou huiles solai- 
res, huiles pour le corps ou le visage, larts de nettoyage, laits de demaquillage, des laits corporels). une composition 
de maquillage (par exemple fond de teint), une composition de bronzage artif iciel. une composition pour le bain, une 
composition shampooing (traitement du cuir chevelu). ou une composition pour I'hygiene buccale (bain de bouche, den- 

35 tifrice. pate a mastiquer), par exemple. 

Dans le domaine de la pharmacie, humaine ou animate, notamment de ladermatologie, de I'oto-rhino-laryngologie 
de 1'ophtalmologie, de la gastro-enterologie et de la gynecologie, cette composition peut etre une capsule, une gelule, 
une emulsion, une pommade, une composition intertable sous la peau, un onguent, un sirop, un diffuseur, un collyre, 
un shampooing ou un bain de bouche, renfermant de I'acide petroselinique, notamment contenu dans une huile 

40 d'ombellifere, destine pour le traitement ou la prophylaxie de la peau, de i'oeil ou des muqueuses. par exemple. Les 
differentes formes galeniques possibles sont, de toute facon, preparees selon les methodes usueiles des domaines 
pharmaceutiques consideres. 

Enfin dans le domaine de ('alimentation, humaine ou animale, cette composition peut eire toute composition inges- 
ttole, liquide ou solide, renfermant de I'acide petroselinique, notamment contenu dans une huile d'ombellifere. Cette 

45 composition peut etre une une sauce comme une sauce a salade. une huile de table, une mayonnaise, une creme gla- 
cee, une composition de patisserie, une pate de fourrage ou a tartiner, par exemple. 

La presents invention est decrite plus en detail par les exemples presentes ci-apres. II va de soi, toutefois, que ces 
exemples sont donnes a titre d'illustration de I'objet de rinvention dont ils ne constituent en aucune maniere une limita- 
tion. Les pourcentages sont donnes en poids sauf indication contraire. 

50 

Exemple 1 Activation des keratinocytes 

1) Effet anti-inf lammatoire : les keratinocytes expriment naturellement des proteines et des enzymes impliquees 
dans les reponses inf lammatoires apres trartement avec des agents pro-inf lammatoires. comme des esters de phorbol. 
55 Parmi les proteines et les enzymes ainsi produrtes, on peut ainsi compter la superoxyde-dismutase (SOD), et la colla- 
genase de type I et le facteur de necrose tumoral e alpha (TNFa), par exemple. 

Dans les essais qui suivent, des keratinocytes humains primaires ou immortalisees en culture sont soumis in-vitro 
a un traitement pro-inflammatoire avec du 12-O-tetradecanoylphorbol acetate (TPA). Les lignees immortalisees de 
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keratinocytes DK2, DK7, FK2 decrites dans PCT/EP96/05812 (Societe des Produits Nestle) ont 6te a cette fin utilisees. 
Les lignee FK2 et DK2 ont d'ailleurs 6t6 deposees, le 5 octobre 1995. sous le trarte de Budapest, a la DSM (Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig, Allemagne) 
et se sont vues attribuer respectivement les numeros de depflt DSM ACC2240 et DSM ACC2238. La iignee immortali- 

s see de keratinocytes HaCaT decrtte par Boukamp et at. a egalement 6te utilisee (J. Cell. Biol., 1^6. 761 -771 , 1 988). 

On ensemence une boite de Petri (6 cm 0) contenant 4 ml de milieu NR-2 (Biofluids), decrrt dans 
PCT/EP96/05812, avec les lignees primaires ou immortal isees susmentionnees. Arrive a confluence, on remplace le 
milieu par du milieu frais NR-2 riche en calcium (Caa2, 1,5 mM). On incube pendant 2 jours, eton remplace a nouveau 
le milieu par du milieu frais, et on incube a nouveau pendant 2 jours. On nourrit ensuite les cellules pendant 2 jours avec 

10 du milieu NR-2 riche en calcium (CaCI2, 1 ,5 mM) contenant 1 mg/ml de BSA et un acide gras donne (ac. oleique ou 
petroselinique) ou une quantity equivalente du solvant utilise pour les acides gras (ethanol). 

Pendant les dernieres 24h, on ajoute au milieu 10ng/ml de TPA ou une quantity equivalente d'6thanoi. On collecte 
ensuite les surnageants, et on mesure par ELISA la teneur en TNFa ainsi produit. Les anticorps specif iques contre le 
TNFa sont cfisponibles dans le commerce (BioSource Inter., US. n° catalogue KHC0012 et KHC3013). 

is Les resuttats, dont une parte est presentee au tableau 1 ci-dessous, montrent que (Incubation des keratinocytes 
humains avec de I'acide petroselinique conduit a une inhibition de la production de TNFa par les cellules soumises a 
un agent irritant. Cette inhibition est specrfique puisque I'acide oleique (temoin) n'a aucun effet d'inhibition. De plus, 
cette inhibition est dependante de la dose appliquee en acide p&roselinique. 



20 

Tableau 1 





Inflammations des keratinocytes DK2 


25 


Traitement 


pg/ml TNFa 


% par rapport a la valeur 
contr6le 




TPA+EtOH (Temoin) 


41.0 


100 




TPA + 25^M d'acide oleique 


39.8 


97.1 




TPA + 50]nM cfacide oleique 


36.3 


88.5 


30 


TPA + 100*iM d'acide oleique 


45.6 


111.2 




TPA + 200fiM d'acide oleique 


37.8 


92.2 




TPA + 25jiM tf acide p6troselinique 


35.6 


86.8 . 


35 


TPA + 50jiM d'acide petroselinique 


23.1 


56.3 




TPA + lOOulvl dacide petros6finique 


20.0 


48.8 




TPA + 200>M d'acide p6tros6linique 


12.9 


31.4 




(Le temoin sans TPA: 0,7 pg de TNFa/ml) 



40 



2) Catabolisme de I'acide petroselinique : on determine le profile en acides gras des keratinocytes primaires ou 
immortalisees. 

Pour cela, on incube les cellules pendant 2 fois 2 jours (renouvellement du milieu apres les 2 premiers jours) dans 
45 du milieu NR-2 riche en calcium (CaCI2, 1 ,5 mM) contenant 1 mg/ml de BSA et un acide gras donne (100nM d ac. olei- 
que 18:1n-9; 100^M d'ac. petroselinique 18:1n-12) ou une quantite equivalente de solvant utilise pour les acides gras 
(ethanol: temoin). 

On lave ensuite les cellules 1 fois dans un tampon HBSS (Hanks Balanced Salt Solution, Biof luids n°325) conte- 
nant 0,1% de BSA. 2 fois dans le tampon HBSS. On deteche ensuite les cellules dans 1 ml HBSS, on les centrifuge, et 
so on extrait les cellules dans un melange d'hexane et dlsopropanol 2/1 (v/v) contenant 0,01% de 2,6-dt-tert-butyl-p-cre- 
sol. On separe ensuite les phospholipides par chromatographic sur couche mince (silica gel 60) avec comme eluant un 
melange de chloroforme et d'ac&tone 96/4 (v/v). Les acides gras des phospholipides sont ensuite esterif ies par chauf- 
fage dans une solution contenant 10% de BF3-m6thanol. Les esters m6thyliques sont alors separes, quantifies par 
chromatographic gazeuse-liquide avec une detection par ftamme ionisee. Les esters sont identifies par comparison 
55 avec des temoins appropries. L'identif ication des acides gras est aussi confirmee par chromatographic gazeuse 

couplee a la spectrom6trie de masse, apres derivativation avec le 4,4-dim6thyl-oxazoline, comme decrit par Fay et 
a/., J. Chromat.. 54L 89-98. 1 991 . 

Les resultats, dont une partie sont presentes aux tableaux 2 et 3 ct-dessous, montrent que I'acide petroselinique 
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est incorpore dans ia fraction phospholipidtque des cellules. II est aussi catabolise par p-oxydation (probablement par 
les peroxisomes) du fait de la presence en quantity importante de I'acide delta-4-cis-hexadecenoique (16:1 n-1 2). Ce 
metabolite et son homologue, le 16:1 n-9 derive de la p-oxydation de I'ac. oleique, ne sont pas detectes lorsque les cel- 
lules sont incub6es en presence d'acide oleique. 



Tableau 2 





Cellules primaires 


DK7 


Acides gras 


temoin 


+ 100uM18:1n-9 


+ 100uM18:1n-12 


temoin 


+ 100 uM 18:1n-9 


+ 100uM18:1n-12 


14:0 


3.86 


2,20 


1.31 


2.59 


2.24 


1.40 


16:0 


17,62 


11.09 


5.94 


15.64 


11,94 


5,26 


16:1n-10 


4,57 


4,42 


nd 


1.61 


3.06 


nd 


16:1n-12 


0,00 


0,00 


22,07* 


0.00 


0.00 


22,69* 


16:1n-7 


13,11 


4,67 


4.71 


15.38 


6,00 


7.15 


18:0 


10,65 


7,95 


4,88 


7,06 


4.76 


3,22 


18:1 n-9 


30,39 


55.86 


nd 


27,63 


51.84 


nd 


18:1n-12 


0.00 


0.00 


49,88* 


0,00 


0.00 


44,23** 


18:1n-7 


12,56 


5,81 


5,96 


23.40 


11,77 


11.90 


182n-6 


1.15 


0,61 


0,59 


0.85 


0.24 


0,34 


20:0 


0.26 


0,05 


0.00 


0,26 


0,10 


0,07 


20:1 n-9 


0.54 


1.20 


0,15 


0,62 


1.96 


0,19 


20:3n-9 


1.54 


1.81 


1,33 


1.43 


1,49 


1,28 


20:3n-6 


0,46 


0,34 


0,28 


0.26 


0.14 


0.15 


20:4n-6 


1.27 


1.42 


1,56 


0,87 


0,67 


0.87 


20:5n-3 


0,14 


0,06 


0.00 


0.25 


0.00 


0.03 


22:0 


0.31 


0,30 


0,35 


0.28 


0.15 


0,13 


22:1 n-9 


0.33 


0,30 


0.00 


0,26 


0,65 


0.03 


222n-6 


0,62 


0.68 


0.52 


0.81 


0,76 


0.43 


22:4n-6 


0,00 


0.08 


0,00 


0.00 


0,06 


0.04 


22:5n-3 


0.00 


0,09 


0.00 


0.00 


0.00 


0.05 


22:6n-3 


0.00 


0,00 


0.00 


0,00 


0,00 


0.00 


24:1 n-9 


0,62 


1,04 


0.35 


0,81 


2.17 


0.55 


nd : non detectable 
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15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



' peut oontenr des traces de 1 6:1 n-1 0 
" peut contenrdes traces de 18:1 n-9 
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Tableau 3 





DK2 


FK2 


Ac ides gras 


temoin 


+ 100tiM18:1n-9 


+ 100 uM 18:1n-12 


temoin 


+ 100 \M 18:1n-9 


+ 100 mM 18:1n-12 


14:0 


1,73 


2,53 


2,23 


6,85 


3,46 


3,09 


16:0 


17.96 


16,42 


12,98 


15.04 


14,23 


11,51 


16:1n-10 


3,51 


1.68 


nd 


3.71 


3,14 


nd 


16:1n-12 


0,00 


0,00 


11,79* 


0,00 


0,00 


12,12* 


16:1n-7 


9,42 


5,64 


7,49 


16.56 


6,77 


7,44 


18:0 


9,84 


8,18 


6,30 


4,23 


4,53 


4,26 


18:1 n-9 


36,48 


49,33 


nd 


26.53 


43,26 


nd 


18:1n-12 


0,00 


0,00 


42,01** 


0,00 


0,00 


38,59** 


18:1n-7 


14,30 


7,98 


11,55 


20,94 


16,03 


16.81 


18:2n-6 


0,25 


0,22 


0,27 


0,30 


0,27 


0,37 


20:0 


0,28 


0,16 


0,00 


0,00 


0,14 


0,10 


20:1 n-9 


0,96 


2,09 


0,42 


0,63 


1,78 


0,50 


20:3n-9 


2,50 


2 72 


2,61 


2 17 


2 17 


2 17 


20:3n-6 


0,03 


0,07 


0,08 


0,08 


0,05 


0,06 


20:4n-6 


0,29 


0,27 


0,33 


1,02 


0,55 


0,58 


20:5n-3 


0,02 


0,02 


0,05 


0,08 


0,05 


0,07 


22:0 


0,39 


0,22 


0.20 


0,11 


0.20 


0.17 


22:1 n-9 


0.20 


0.36 


0,11 


0,31 


0,64 


0,20 


22:2n-6 


0,73 


1,04 


0,87 


0,86 


1,20 


1,03 


22:4n-6 


0.00 


0,00 


0.05 


0,00 


0,02 


0,01 


22:5n-3 


0,02 


0,02 


0,00 


0,01 


0,00 


0,02 


22:6n-3 


0.00 


0,00 


0,00 


0,00 


0,00 


0,00 


24:1 n-9 


0,91 


1,06 


0.67 


0,56 


1,51 


0,90 


nd : non detectable 
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20 



25 



30 



35 



40 



* peut contenrdes traces de I6:ln-10 
** peul conterrir des traces de 18:1 n-9 

45 Example 2 Activation des cellules du colon 

Les cellules epitheliales du colon humain expriment naturellement des proteines et des enzymes impliquees dans 
les reponses inflammatoires apres traitement avec des agents pro-inflammatoires, comme des esters de phorbol. 
Parmi les proteines et les enzymes ainsi produces, on peut ainsi compter la superoxyde-dismutase (SOD) et le facteur 
so de necrose tumoraie alpha (TNFa), par exemple. 

Dans les essais qui suivent. des cellules epitheliales du colon humain en culture, primaires et immortaJisees, sont 
soumis in-v'tiro a un trait ement inf lammatoire avec du TPA. La lignee immortalisee est celle decr'rte dans EP 96201 064. 1 
(Societe des Produ'rts Nestle) qui a ete deposee, sous le traite de Budapest aupres de la Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen, Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig, Allemagne, le 16 avril 1996. ou elte 
55 a recu le numero de depot DSM ACC2258. 

Comme decrit a Pexemple 1 . on determine I'effet de I'acide petroselinique sur la production de TNFa par les cellu- 
les du colon, lorsque ceiles-ci sont soumises a un traitement irritant Le milieu de culture B50 (Biof luids). decrit dans 
EP96201064.1 , est a cette tin utilise. Les resultats des essais sont comparables a ceux presentes a I'exemple 1 . 
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Example 3 Activation des cellules de la comee 



Les cellules epitheliales de la cornee humaine expriment naturellement des proteines et des enzymes impliquees 
dans les reponses inflammatoires apres traitement avec des agents pro-inf lammatoires, comme des esters de phorbol. 

5 Parmi les marqueurs d'une reaction inf lammatoire, on petit ainsi compter la collagenase I (marqueur facilement detec- 
table: Ba2an era/.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 8678-8682, 1993), le c-fbs (voir Bazan etaL), les intermediates ara- 
chidoniques 12-HETE et 12-HETrE (Conners et a/., Inves. Oprtth. & Vlsu. Sci.. 36, 828-840, 1995) et un nouveau profile 
en cytokines et en facteurs de croissance, par exemple. 

Dans les essais qui suivent des cellules epitheliales de la comee humaine en culture, primaires ou tmmortalisees, 

10 sont soumises in-vitro a un traitement irrf lammatoire avec du TPA. La lignee immortalisee est celle decrite dans 
EP96203707.3 (Societe des Produrts Nestie) qui a ete deposee, sous le trarte de Budapest, aupres de la Collection 
Nationale de Cultures de Microorganismes, Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris, le 22 octobre 1996, 
ou eiie a recu le numero de depot CNCM 1-1777. Le milieu de culture utilise est le milieu KGM-1 (= milieu KBM de Cto- 
netics, US, comprenant en outre 0, 1 5 mM de CaCfe. 30 jig/ml d'extrait de glande pituitaire bovine, 0,5ng/ml d'hydrocor- 

15 tisone, 5 ug/ml dlnsuline, 10 ug/ml de transferine. 10 ngAnl de facteur de croissance epidermal murin (EGF), 10000 
U/mJ de penicilline et 10000 U/ml de streptomycine). 

Comme decrrt a rexemple 1 , on determine Teffet de I'acide petroselinique sur la production de collagenase I par les 
cellules de la comee, lorsque celles-d sont soumises a un traitement irritant. Pour ceia, on peut detecter ('expression 
de la collagenase par PCR, par Western-Blot ou par Elisa. 

20 Pour detecter la collagenase I par PCR, on extrait TARN des cellules sensibilisees, et on detecte la presence 
d'ARNm de collagenase I par PCR avec une amorce derivee de la sequence d'ADN de la collagenase I (Genebank: 
n°X05231). 

Pour detecter la collagenase 1 par Western-Blot, on recupere le milieu de culture sensibitise, on le concentre avec 
un f 3tre Amicon30® on Bepare les proteines par electrophorese sur un gel de potyacrylamide SDS-Page, on les trans- 
25 ferere par Western-blot sur un f iltre, on soumet le f litre a un premier anticorps anti-collagenase I (Cortex Biochem, US, 
n° 60338P), a un deuxieme anticorps coupI6 a une peroxydase (Pierce, US, n° 31400), puis au substrat de la peroxy- 
dase. 

Pour detecter la collagenase I par Elisa, i) suffH d'utiliser le kit hMMP-1 d'Amersham (catalogue, rpn 2610). en sui- 
varrt les recommandations du fournisseur. 
30 Les resultats des essais sont comparables a ceux presentes a rexemple 1 . 



Example 4 Lait corporel (emulsion huile-dans-eau) 



Phase huileuse : 

35 



Glyceryl stearate/PEG-100 stearate (Arlacel 165 


1% 


vendu par la societe ICI) (emulsionnant) 




Polysorbate 60 (emulsionnant) 


0.8% 


Polyisobutene hydrogene 


2% 


Acide stearique 


1% 


Huile de graines de coriandre 


8% 



Phase aqueuse : 

50 



Glycerine 


3% 


Carbomer (carbopol 941 vendu par la 




societe Goodrich) (gelifiant) 


0.3% 


Triethanolamine (neutralisant) 


0.3% 


Conservateur 


0.3% 
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(suite) 



Eau 



| qsp 100%" 



5 On prepare ['emulsion en incorporant la phase huileuse dans la phase aqueuse sous agitation. On obtient un tart 
corporel qui assure une bonne protection de la peau contre les inflarnmations. 

Exemple 5 Ruide de soin (emulsion huile-dans-eau) 

10 Phase huileuse : 



15 



20 



Methylglucose sesquistearate (emulsionnant) 

Cyclom&hicone 

Huile de granies de corandre 

Parfum 

PEG 20 m6thylglucose sesquistearate (gmulsonnant) 



2% 

13% 

2% 

0,2% 

2% 



Phase aqueuse : 



25 



30 



Gommes de xanthane (gelif iant) 

Polysacrylamide/isoparaffine C13-Cl4/ieureth-7 (Sepigel 305 
vendu par la societe Seppic) (geirf iant) 

Conservateur 

Eau 



0,2% 
0,8% 

0,3% 
qsp 100% 



35 On prepare remulsion comme dans Texemple 4. On obtient un f luide btanc, qui assure une bonne protection a la 
peau contre les inflammations. 

Exemple 6 Creme de soin (emulsion eau-dans-huile) 

40 Phase huileuse : 



45 



50 



Polyglyceryt-4 lsost6arate/Cetyl dimethicone copolyol/Hexyl laurate 
(Abil WE 09 vendu par la soci6t§ Goldschmidt) (6mulsionnant) 

Isohexadecane 

Huile de graines de coriandre 

Cyclomethicone 

Adde n-octanoyl-5-salicylique 

Parfum 



4% 

5% 

10% 

3.5% 

1% 

0,15 



55 
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Phase aqueuse : 



EP 0 888 773 A1 



w 



Glycerine 


10% 


Gomme de cellulose 


0,5% 


Sulfate de magnesium 


0,65% 


Conservateur 


0.3% 


Eau 


qsp100% 



Pour preparer I'emulsion, on chauffe les constituants de la phase A a 80°C jusqu'a dissolution complete des diff e- 
15 rents constituants, puis on la refroidit a 65°C. On chauffe la phase B a 65°C et on la verse dans la phase A sous agita- 
tion, puis on refroidit le melange. On obtient une creme blanche, lisse, nourrissante, qui assure une bonne protection 
de la peau contre les inflammations. 



20 



25 



30 



Revendicatlons 

1 . Utilisation de I'atide petroselinique, natrf ou esterifie, pour ta preparation d'une composition destinee a activer la p- 
oxydation peroxisomal des acides gras dans les tissus superf iciels d'un mammifere de sorte a pouvoir traiter ou 
prevenir les inflammations et/ou moduler le metabolisme des lipides dans les tissus superf iciels. 

2. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que la composition est destinee a moduler les processus 
celiulaires faisant intervenir les cytokines. 

3. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que les tissus superficiels sort les cellules d'un mammifere 
constituant la peau, le cuir chevelu, I'oeil, ou les muqueuses orale, nasale. buccale ou vaginate. 

4. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que la composition est destinee a une application topique 
ou orale. 



5. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que la composition comprend une huile d'une ombeilrfere 
35 qui est riche en acide petroselinique. 

6. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee en ce que I'huile comprend au moins 40% d'acide petrosal inique. 

7. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee en ce que la quantite d'huile va de 0,01 a 50% en poids par rapport 
40 au poids total de la composition. 

8. Utilisation selon I'une queiconque des revendications 1 a 7, caracterisee en ce que i'acide petroselinique est pre- 
sent dans une quantite suffisante pour le trartement ou la prevention des inflammations et/ou pour la modulation 
du metabolisme des lipides des tissus superf iciels. 

45 

9. Utilisation selon I'une queiconque des revendications 1 a 7, caracterisee en ce la composition est une composition 
cosmetique, pharmaceutique et/ou alimentaire. 



50 



55 
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